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Mgtodo para la identificacion de especles biologicas 

La presente invention se refiere al campo del analisis taxon6mico de muestras 
biologicas, basandose en el uso de la secuencia de DNA de una protema muy 
5 conservada evolutivamente. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

El analisis taxonomico de muestras es aplicable a un amplio espectro de industrias y 
10 actividades. Las tres areas mayoritarias de aplicacion del analisis taxonomico son: 

Analisis de productos alimentarios v monitorizacion de las cadenas de production de 
estos productos 

15 La demanda de tests que proporcionen trazabilidad del origen taxonomico de 

muestras biologicas o productos alimentarios ha crecido desde la crisis del sector 
alimentario en respuesta al foco epidemiologic© de la Encefalitis Espongiforme 
Bovina en el Reino Unido y la tendencia creciente de mezclar ilegalmente carnes de 
diversas procedencias taxonomicas sin el correspondiente etiquetado del producto 

20 final. Por ejemplo, se ha descrito que carne de origen bovino se habfa estado 

sistematicamente anadiendo a productos de polio importados a Holanda desde todas 
partes del mundo, y distribuidos por toda Europa. Otras formas de adulteration han 
sido reportadas y se cree que podrfan ser de practica generalizada en la industria de 
este sector, pero que son de dificil detection sin la aportacion de tecnicas avanzadas 

25 basadas en analisis de DNA. 

Los tests de seguridad en productos alimentarios se realizan normalmente en 
laboratorios gubernamentales, industrias del sector de la alimentation y companias 
de servicio de estas industrias. Actualmente, y de una forma cada vez mas frecuente, 
30 los usuarios de este sector estan contratando metodos de control en respuesta a la 
creciente demanda de los clientes. En este sentido, ciertas cadenas de 
supermercados han establecido colaboraciones con companias tecnologicas para el 
desarrollo de m6todos de trazabilidad del origen taxonomico de productos carnicos 
basados en tecnicas geneticas. 

35 

En una aplicacion relacionada, el analisis de alimentos animates es una prioridad de 
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la Agenda Europea de Agriculture, en especial tras la crisis de las "vacas locas" con 
los piensos animates. El anaTisis de alimentos es altamente deseable y puede ser 
. obligatorio en un futuro cercano. Actualmente la vigilancia se basa en el 
mantenimiento de registros pero no abarca las practicas de adulteracion ilegal o 
5 diluciones que se realizan indiscriminadamente en muchas partes del mundo. 

Vigilancia v monitorizaci6n de biodiversidad 

La biodiversidad es el resultado de las interacciones entre la historia filogenica de la 
10 vida sobre la tierra y los procesos evolutivos. Como tal, la biodiversidad es la suma 
de la vida en la tierra e incluye diversidad genetica, de especies y funcional. 

Uno de los primeros pasos en los programas de monitorizacldn de la biodiversidad "es 
el inventario taxonomico, detallando todos los taxones y su sistematica en un 

15 ecosistema concreto que incluye animates, plantas y microorganismos. Estos 

inventarios aportan la base de toda vigilancia de biodiversidad y de los programas de 
conservacion. La biodiversidad global es extremadamente vasta: Existen 
actualmente 52.629 especies diferentes de vertebrados, 4,63 millones de especies 
invertebradas y 265.876 especies de plantas y hongos descritos (cifras extrafdas de 

20 'redlisf). 

El DNA se esta aceptando cada vez mas como el medio para monitorizar la 
biodiversidad. Por ejemplo, el DNA extrafdo de pelaje encontrado en bosques 
canadienses en 2002 se utiliz6 para confirmar que el Lince salvaje todavfa existe en 
25 la region de los grandes lagos. 

Vigilancia v mo nitorizaci6n de especies en peliaro de extincion. 

Existen actualmente unas 8.000 especies de animates y plantas en las listas oficiales 
30 de especies en peligro de extinci6n, y esta cifra crece cada ano. Esta tendencia 
identifica la necesidad de tests de facil manejo y de uso "universal" para la 
identification del origen taxon6mico de muestras biol6gicas. 

El comercio de productos elaborados a partir de especies en peligro de extincion se 
35 controla bajo la convention del comercio intemacional de especies en peligro 

(CITES, Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and 
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Flora) y actualmente se esten desarrollando tests de DNA auspiciados por esta 
organization para la monitorizacion de este comercio ilegal. Es particularmente 
importante la detection de productos animales o vegetales procesados, tales como 
alimentos o cosmeticos, mSs que la materia animal prima como las pieles, que no 
5 precisan de tests de DNA para su identificaci6n. Un ejemplo de esto es la utilization 
de polvo de diente de tigre utilizado ampliamente en medicinas tradicionales, a pesar 
del estado declarado de peligrosidad de supervivencia de la especie. Tests de DNA 
han sido utilizados para la identification de material de tigre basados en la secuencia 
del gen del citocromo b en DNA amplificado y tests similares se han descrito para 

10 trazar came de ballena originaria de grupos protegidos en productos procesados que 
aparentemente contenfan carne "legal" de ballena. Enfoques similares se han 
aplicado a orqufdeas protegidas, serpfentes y cocodrilos en productos destinados al 
consumo humano, el origen de caviar a partir de esturiones protegidos, etc. Es muy 
probable que el uso de este tipo de tecnologfas para la monitorizacion de especies 

15 en peligro de extincion sufra un gran aumento en un futuro proximo. 

Tecnoloqfa aplicada en el analisis taxonomico de muestras 

La metodologfa empleada en la determination del origen animal de muestras 
20 biol6gicas se deriva principalmente de la industria alimentaria y del sector de los 

productos camicos. De los metodos tradicionales basados en analisis electroforeticos 
y/o inmunoqufmicos de protefnas se ha avanzado hacia el analisis del contenido de 
DNA de las muestras alimenticias para identificar inequfvocamente la naturaleza del 
producto. Se trata de metodos de identificacidn de acidos nucleicos mediante la 
25 hibridacion de sondas especfficas para una especie concreta y/o la amplification 
selectiva de las secuencias objetivo mediante reaction en cadena de la polimerasa 
(PCR, "Polimerase chain reaction"). 

La amplification se ha dirigido a segmentos de DNA mitocondrial (cfr. Bartlett et al. 

30 BioTechniaues 1 992 vol. 1 2 pp.408-41 1 ; Unseld et al. Genome Research 1 995 vol.4 
pp.241 -243; Palumbi et al. J. Hered. 1998 vol.89 pp.459-464; Wolf et al. J. Aqricult 
and Food Chem. 1999 vol.47 pp.1 350-1 355; Partis et al. Meat Science 2000 vol.54 
pp.369-376). Este metodo no es adecuado para la determination de muestras con un 
origen taxonomico dual o heterogeneo. La amplification tambien se ha dirigido a 

35 DNA nuclear (cfr. Janssen et al. J. Ind. Microbiol, and Biotech. 1998 vol.21 pp.1 15- 
120, Matsunaga et al. Meat Science 1999 vol.51 pp. 143-1 48; Wolf and Luthy Meat 
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Science 2001 vol.57 pp.161-168). Protefnas de destacada importancia han sido la 
DNA-Topoisomerasa Tipo II (cfr. US 5.645.994) y la a-actina cardfaca (cfr. 
Fairbrother et al. Meat Science 1998 vol.50 pp. 105-1 14; Fairbrother et al. Animal 
Biotech. 1998 vol.9 pp.89-100; Lockley and Bardsley Meat Science 2002 vol.61 
5 pp. 163-1 68). 

Algunos m§todos se basan en una PCR donde un primer oligonucleotide es generi- 
co y el otro es dependiente de la especie que se desea identificar, y es de cierta utili- 
dad en la discrimination de las especies carnicas de mayor consumo (cfr. Matsunaga 

1 0 et al. Meat Science 1999 vol.51 pp. 143-1 48). Otros metodos se han disenado para la 
confirmacion de la presencia de DNA derivado de especies porcina (cfr. Montiel-Sosa 
et al. J. Agric. Food Chem. 2000 vol.48 pp.2829-2832), bovina, avestruz y emu (cfr 
- Colombo et al. Meat Science 2000 vol.56 pp.1 5-1 7) en muestras biologicas pero el 
problema surge en caso de no confirmacion ya que esta tecnologia no aporta datos 

15 sobre la identidad taxonomica de la muestra analizada. 

El documento mas cercano a la presente invention es la patente US 5.645.994 que 
describe un metodo para amplificar selectivamente segmentos de DNA de uno o m£s 
organismos en una muestra mediante el uso de secuencias del gen de la DNA- 
20 Topoisomerasa Tipo II. 

Sin embargo, por el momento todos estos m6todos resultan limitados cuando la 
muestra comprende una mezcla de organismos. Solamente confirmarfan la presencia 
de un organismo preconocido o sospechado y no permitirian la identification de cada 
25 uno de los organismos presentes. 

Sena deseable poder encontrar la manera de identificar una pluralidad de 
organismos en una sola muestra sin el uso de mOltiples sondas y sin previo 
conocimiento de los organismos que podrian estar presentes. Otro punto a mejorar 
30 es poder distinguir especies muy similares o relacionadas entre sf. 

DEFINICIONES 



35 



A los efectos de la presente description conviene realizar las siguientes definiciones: 
Protema ubicua: protemas con similar estructura y funcion que son presentes en 
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muchos o todos los organismos. Una protefna con estas caracterfsticas sera 
homologa a la protefna equivalente de otra especie. 

Segmento conservado: Empleado tanto para segmentos aminoacfdicos como 
5 nucleotides. Que presenta segmentos sustancialmente o enteramente compartidos 
entre las distintas especies. El grado "alta" conservaci6n indica que la proporci6n de 
segmentos compartidos entre varias especies es alto. Se habla entonces de 
secuencia consenso. 

1 0 Segmento divergente: Empleado tanto para segmentos aminoacfdicos como 

nucleotfdicos. Que presenta segmentos sustancialmente distintos entre especies. En 
este documento tambien se utilizara el termino "target" para designar estas 
secuencias. 

1 5 EXPLICACI6N DE LA invenciQn 

Gran parte de las limitaciones anteriormente indicadas se superan con la presente 
invenci6n. En este sentido, los inventores de la presente invenci6n han encontrado 
sorprendentemente que el gen que codifica la protefna beta-actina citoplasmatica y 
20 sus productos derivados son utiles para la identificacion taxon6mica a partir de 

muestras de material biol6gico cuya procedencia es una unica especie o una mezcla 
heterogenea de especies y/o subespecies. 

La presente invenci6n aporta un metodo de identificaci6n de especies y subespecies 
25 en una muestra bioldgica, cuya procedencia es una unica especie o una mezcla 
heterogenea de especies y/o subespecies, mediante la amplificacion selectiva de 
segmentos de acido nucleico que codifican una region target de una macromolecula 
presente en todos los organismos de interes, para lo cual, segun un primer aspecto, 
la presente invention tiene por objeto un metodo que comprende un paso de 
30 extraction del DNA de la muestra; un paso de amplificacion por PCR o tecnica 
equivalente de segmentos del gen de la beta-actina citoplasmatica; y un paso de 
identificacidn del segmento amplificado por comparaci6n de su tamano en pares de 
bases con un patr6n de tamanos preestablecido y/o identificacion del segmento 
amplificado por secuenciacion de DNA y comparaci6n de la secuencia resultante con 
35 la secuencia especffica de cada especie o subespecie presente en una base de 
datos informatica. 
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El paso de amplification del DNA de partida no esta restringido al uso de la PCR, 
sino que puede usarse cualquier tecnica equivalente que un experto en la materia 
pudiera desarrollar con las herramientas actuales a su disposici6n. De igual manera, 
5 por ejemplo, la visualization del resultado de la PCR no esta restringido al uso de la 
electroforesis en agarosa, sino que tambien podria ser util la electroforesis capilar, 
una electroforesis automatizada o cualquier tecnica equivalente que presentase una 
minima resolution para llevar a cabo el experimento con 6xito. 

1 0 Preferentemente, las regiones a amplificar son segmentos genicos divergentes del 
gen de la beta-actina citoplasmatica a partir de secuencias de DNA con alta 
conservation evolutiva entre especies y subespecies. Y mas particularmente, las 
regiones a amplificar son aquellas comprendidas entre la secuencia 3' del ex6n 
anterior y la secuencia 5* del exon posterior comprendiendo toda la secuencia 

1 5 intronica y parte de las secuencias exonicas flanqueantes. 

En una realization particular de este metodo, las regiones a amplificar son las 
comprendidas entre las posiciones 1130-1473, 1452-2063, 2438-2680 y/o 2642-2960 
(numeration con respecto a la secuencia de DNA del locus humano HUMACCYBB 
20 Accession number M10277, Genebank). Particularmente, las muestras son de tejido 
animal, y mas concretamente de caballo, cabra, conejo, perro, gato, chimpance, 
humano y/o oso pardo. En otra realization, las muestras son de tejido vegetal. 

En otra realization particular de este metodo, en el paso de identification, el 
25 segmento o segmentos amplificados son comparados con la secuencia humana 
M 10277 y/o con las secuencias de estas mismas regiones genicas de especies 
incluidas en una base de datos informatica. Los segmentos amplificados muestran 
las zonas conservadas en los extremos de cada segmento amplificado y la region 
central de divergencia correspondiente en su mayoria a la region intronica del gen. 

30 

La presente invention aporta la manera de identificar una pluralidad de organismos 
en una sola muestra sin el uso de multiples sondas especfficas para cada una de las 
especies y subespecies susceptibles a estar presentes en la muestra. Se utilizan 
primers universales, que son validos para la identification de cualquier especie o 
35 subespecie presente en la muestra sin previo conocimiento de los organismos que 
podrian estar presentes. Segun la invention, se usa una composition de primers 
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universales que hibridan con las regiones conservadas del gen de la beta-actina 
citoplasmatica, preferiblemente con las secuencias comprendidas entre las 
posiciones 1 130-1 191 y 1453-1473; 1453-1473 y 2041-2065; 2433-2459 y 2643-2680 
y/o 2643-2680 y 2940-2960 (numeracion con respecto a la secuencia de DNA del 
5 locus humano HUMACCYBB Accession number M 10277). Particularmente, las 
parejas de primers universales utilizados son P1 (1132-1151) 
5TCCGGCATGTGCAAGGCCGG3' y P2 (1474-1454) 
S'CTCCATGTCGTCCCAGTTGGS'; P3 (1453-1484) 
5'ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGC3' y P4 (2063-2034) 
10 5TACATGGCNGGGGTGTTAAAGGTCTCAAAC3\ P5 (2434-2463) 
5TGCCCTGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTC3' y P6 (2681-2643) 
5'GGGTACATGGTGGTGCCGCCAGACAGCACNGTGTTGGC3 , ; y P7 (2643-2681) 
5'GCCAACACNGTGCTGtCTGGCGGCACCACCATGTACCC3' y P8 (2952-2932) 
5TCGTACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTG3\ 

15 

De acuerdo con un segundo aspecto, otro objeto de la presente invencion es el uso 
de las secuencias de DNA del gen de la beta-actina citoplasmatica de muestras 
biologicas de una unica especie de procedencia o de una mezcla heterogenea de 
especies y/o subespecies, para la identificacion de las especies biologicas a las que 
20 pertenecen las muestras. 

La protefna beta-actina citoplasmatica cumple con varios criterios para realizar una 
identificacion fiable. Es una protefna ubicua en todos los organismos de interes. La 
beta-actina citoplasmatica es una de las seis isoformas diferentes de la actina 

25 identificadas hasta el momenta. Concretamente, la beta-actina citoplasmatica es una 
de las dos actinas citoesqueleticas no musculares. Su funcion es la de permitir la 
movilidad y proporcionar estructura e integridad a la celula, siendo un componente 
mayoritario del aparato contractu celular. Es por todo ello que es una protefna 
fundamental para la supervivencia de la celula, y ello se traduce en que presenta 

30 segmentos exonicos con una alta conservation evolutiva entre especies. El grado de 
homologfa en su secuencia aminoacfdica entre especies es de entre un 98% y un 
100%, adecuado para presentar segmentos muy conservados pero tambien 
segmentos divergentes en las partes no codificantes del gen para la correcta 
distincion entre especies muy relacionadas entre sf. La divergencia nucleotfdica 

35 correspondiente por ejemplo al intron B de las especies estudiadas (1216-1347 bp, 
numeracion con respecto a la secuencia de DNA del locus humano HUMACCYBB 
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Accession number M 10277) es menor del 25%. Los segmentos altamente 
conservados entre las diferentes especies y subespecies permiten el uso de primers 
. comunes para todas las especies y subespecies, mientras que los segmentos 
divergentes son el objeto de amplificacion mediante los primers citados, resultando 
5 en un patron de amplificacion distinto para cada especie y subespecie. 

Ademas de la identificaci6n cualitativa de las especies presentes en una muestra 
desconocida, un aspecto de la presente invencion se refiere al analisis cuantitativo 
de las especies presentes. Este aspecto es relevante por ejemplo en la 

10 determination de niveles de contamination de una muestra con material procedente 
de otra especie. En muchos casos, un resultado cualitativo sera suficiente (por 
ejemplo: la carne de polio ha sido adulterada con productos bovinos?) pero en otros 
casos una respuesta cuantitativa sera necesaria (que cantidad de vacuno se ha 
anadido a la carne de polio?) Esto es particularmente relevante cuando ciertos 

15 aditivos se aceptan bajo Ifmites especificados. 

A lo largo de la descripci6n y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas tecnicas, aditivos, componentes o 
pasos. El resumen de esta solicitud se incorpora aquf como referenda. 

20 

Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la 
invencion se desprenderan en parte de la description y en parte de la practica de la 
invencion. Las siguientes realizaciones particulars y figuras se proporcionan a modo 
de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion. 

25 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La figura 1 muestra una representation esquematica de la estructura del gen de la 
beta-actina citoplasmatica humana. Las cajas representan los exones (exon 1 a 6) y 
30 la raya negra continua los intrones (I, Intron A a E). Las regiones W, X, Y y Z 

corresponden a regiones comprendidas entre las parejas de primers P1 y P2, P3 y 
P4, P5 y P6, y, P7 y P8 respectivamente. Estos fragmentos (W, X, Y y Z) incluyen 
secuencias de DNA divergentes entre diferentes especies biologicas y amplificables 
por PCR a partir de los primers P1 a P8 ejemplificados en la figura 2. 

35 

La figura 2 muestra en detalle los primers oligonucleotfdicos ilustrados en la figura 1. 
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La numeration corresponde a su posici6n sobre la secuencia gen6mica del gen de la 
beta-actina humana (referenda de acceso a Genebank: M 10277; Locus: 
HUMACCYBB). A: Adenina, C: Citosina, G: Guanina: T: Timina. N: position con 
degeneraci6n nucleotfdica. 

5 

Figura 3. Parte superior de la figura: muestra la secuencia aminoacfdica parcial de la 
protefna beta-actina citoplasmatica de tres especies diferentes, Homo sapiens 
(hombre), Mus musculus (raton) y Caenorhabditis elegans (nematodo). El 
alineamiento entre estas secuencias muestra el alto grado de conservaci6n de la 

10 protefna beta-actina citoplasmatica entre especies. Los asteriscos indican 100% de 
homologfa en esa posici6n entre las especies comparadas. La numeracidn 
corresponde al ultimo aminoacido representado segun la secuencia de referencia 
contenida en el GeneBank (refs: Hs: X00351 . Mm: NM_007393. 1 7 Ce: 
NM_073416.1). Parte central de la figura: detalla la secuencia nucleotfdica de los 

15 extremos de los exones 2 y 3 que flanquean el intr6n B (region W) en las especies 
citadas. Los exones muestran la secuencia nucleotfdica en las tres especies 
comparadas, divididas en sus correspondientes codones y el residuo aminoacfdico 
que codifican se muestra debajo. Los asteriscos corresponden a las posiciones 
nucleotfdicas que se conservan en un 100% entre las especies comparadas. Parte 

20 inferior de la figura: detalla la secuencia nucleotfdica completa del intr6n B (regi'6n 
divergente W) en las tres especies comparadas, a modo de ilustracibn de la 
divergencia utilizada para la identificaci6n de la especie en esta invenci6n. 

La figura 4 muestra un esquema ilustrativo del proceso de identificaci6n taxon6mica 
25 propuesto en esta invention, a partir de una mezcla biologicamente heterogenea. La 
muestra biol6gica se procesa para extraer el DNA y someterlo a amplification por 
PCR. En el caso ilustrado se amplifica la regi6n W con los primers P1 y P2. El 
resultado de la PCR se visualiza en una electroforesis de agarosa estandar (ver gel 
de electroforesis, carril izquierdo: marcador de peso molecular, 100 bp ladder. Carril 
30 derecho: bandas (A y B, con peso molecular aproximado expresado en pares de 
bases bp, resultantes de la PCR de la muestra biologica). Las bandas se afslan del 
gel y se purifican previo a su secuenciaci6n de DNA por metodos estandares. Las 
secuencias de DNA obtenidas de cada una de las bandas se utilizan para interrogar 
una base de datos informatica que incluye las secuencias de la region W de especies 
35 biologicas. La comparacion de las secuencias obtenidas con las existentes en la 
base de datos provee el resultado de la identification de la especie (o especies) 
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contenidas en la muestra biologica de origen. 

La figura 5 muestra un diagrama de flujo que ilustra el proceso informatico para la 
identificaci6n de las especies contenidas en un muestra biologica analizada. Las 
5 secuencias de DNA obtenidas de los dos fragmentos de la regi6n W en el 

experimento ilustrado en la figura 4 se utilizan para interrogar una base de datos de 
secuencias de DNA de la region W adscritas a especies concretas. La base de datos 
mostrada en este caso es resumida y contiene 1 1 especies diferentes a modo de 
ilustraci6n. (Sequence 3: Cf, Canis familiaris, perro. Sequence 4: Us, Ursus species, 

10 Oso. Sequence 5: Oa, Ovis aries, cabra. Sequence 6: Fc, Felis catus, gato. 

Sequence 7: Hs, Homo sapiens, hombre. Sequence 8: Ec, Equus caballus, caballo. 
Sequence 9: Oc, Oryctolagus cuniculus, conejo. Sequence 10: Rn, Rattus 
norvegicus, rata. Sequence 11: Mm, Mus musculus, rat6n. Sequence 12: Dm, 
Drosophila melanogaster, mosca del vinagre. Sequence 13: Ce, Caenorhabditis 

15 elegans, nematodo). Las comparaciones que resultan con 100% de homologfa, en el 
caso ilustrado 1:5 y 2:8, muestran identidad con las secuencias incluidas en la base 
de datos y confirman la procedencia de la muestra biol6gica de origen, una mezcla 
de cabra y caballo. 

20 La figura 6 muestra una ilustracion de la divergencia en peso molecular y en 
secuencia nucleotfdica de la region W de algunas de las especies biologicas 
incluidas en la base de datos. Us, Ursus species. Oa, Ovis aries. Cf, Canis familiaris. 
Hs, Homo sapiens. Ec, Equus caballus. Oc, Oryctolagus cuniculus. Rn, Rattus 
norvegicus. Mm, Mus musculus. 

25 

La figura 7 muestra un ejemplo experimental de una electroforesis de agarosa 
correspondiente a diez amplificaciones independientes por PCR de la region W 
comprendida entre los primers P1 y P2 a partir de sangre periferica de ocho especies 
animates diferentes. Los numeros sobre cada carril indican el peso molecular 

30 aproximado, expresado en pares de bases (bp), obtenido para la regi6n W en cada 
una de las amplificaciones. Se observa la diferencia en peso molecular de esta 
region entre las especies animates incluidas. Oc: Oryctolagus cuniculus, conejo. Cf: 
Canis familiaris, perro. Fc: Felis catus, gato. Us: Ursus species, Oso. Ec: Equus 
caballus, caballo. PL Pan troglodytes, chimpance. Oa: Ovis aries, cabra. Hs: Homo 

35 sapiens, hombre. Los carriles de la izquierda del gel corresponden at patron de peso 
molecular 100 bp ladder (Invitrogen). En este patron, la banda mas baja corresponde 
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a 100 bp y cada banda, en direction ascendente, es 100 bp mayor que la 
inmediatamente anterior. 

DESCRIPCI6N detallada de realizaciones particulares 

5 

Identification de una especie a partir de una rnuestra biologica homoqenea / 
heterogenea. 

Se ilustra a continuation el proceso desarrollado para la identification taxonomica de 
10 una rnuestra biologicamente heterogenea de composition desconocida. El esquema 
de trabajo sena el mismo si se trata de una rnuestra homog§nea ya que siempre se 
parte de un desconocimiento total en cuanto a ntimero de especies y/o subespecies 
diferentes presentes y en cuanto a la naturaleza taxonomica en sf mismaV 

15 Procesado de la rnuestra 

Se realizo la extraction de DNA gen6mico para su posterior amplification por PCR 
de una rnuestra de 200 \xl de sangre venosa total en EDTA, compatible con cualquier 
kit comercial de extracci6n rapida. 

20 

El DNA gen6mico obtenido se sometio a amplificaci6n por PCR. Se amplifico la 
regi6n W (Figura 1) con los primers disenados contra las posiciones nucleotidicas 
1132-1151 (P1, forward primer, 5TCCGGCATGTGCAAGGCCGG3' y 1474-1454 
(P2, reverse primer, 5 , CTCCATGTCGTCCCAGTTGG3 , ) > de acuerdo con la 
25 secuencia humana M10277. La condiciones de PCR fueron las siguientes: reactivos 
estandar, paso initial de desnaturalizacion a 94°C 3 minutos seguido de 35 ciclos de 
dos pasos cada uno a 94°C 10 segundos y 68°C 2 minutos. 

Primera aproximacion: identification por peso molecular 

30 

El resultado de la PCR se visualizo por electroforesis horizontal estandar de agarosa 
al 3% en tamp6n TBE. La bandas obtenidas se compararon con un patron de peso 
molecular 100 bp ladder-marker de Invitrogen. La figura 4 rnuestra los resultados 
obtenidos. La comparacion de la movilidad de los fragmentos amplificados en el gel 
35 con el marcador de peso molecular demuestra un peso molecular de 

aproximadamente 371 y 304 pares de bases. Si se comparan los pesos moleculares 
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de las bandas obtenidas con una base de datos de tamanos moleculares obtenida a 
priori, es posible hacer una primera aproximacion en la identificacion de las especies 
presentes en la muestra de partlda. La figura 7 corresponde a un pool de diez 
amplificaciones independientes por PCR de la regi6n W comprendida entre los 
5 primers P1 y P2 a partir de sangre periferica de ocho especies animates diferentes. 
Se observa la diferencia en peso molecular de esta region entre las especies 
animates incluidas. Oc: Oryctolagus cuniculus, conejo. Cf: Canis familiaris, perro. Fc: 
Felis catus, gato. Us: Ursus species, Oso. Ec: Equus caballus, caballo. Pt: Pan 
troglodytes, chimpanc6. Oa: Ovis aries, cabra. Hs: Homo sapiens, hombre. Los 
10 carriles de la izquierda del gel corresponden al patrdn de peso molecular 100 bp 

ladder (Invitrogen). En una primera aproximacion por comparacidn con esta base de 
datos de pesos moleculares, las bandas obtenidas en la figura 4 corresponderian a 
cabra (banda de 371 bp) y caballo (banda de 304 bp). 

15 Segunda aproximaci6n: identificacion por secuencia de DNA 

En una segunda aproximacion, se procede a la identificacion de las dos bandas 
obtenidas medtante secuenciaci6n de su DNA. Se purificaron las bandas con el kit 
Concert Rapid PCR Purification System de Life Technologies para proceder a la 

20 secuenciacidn de su DNA. La secuenciaci6n se realizo de forma cfclica en las dos 
direcciones con los mismos primers utilizados en la PCR inicial segun los protocolos 
y reactivos del sistema automatico de secuenciacion ABI-Prism 310 de Applied 
Biosystems. Las dos secuencias obtenidas se utilizaron para interrogar una base de 
datos propia de secuencias de DNA de la region W del gen de la beta-actina 

25 citoplasmatica de varias especies utilizando el programa ClustalW del European 
Bioinformatic Institute del EMBL (www.ebi.ac.uk) o un programa equivalente 
accesible en red (Figura 5). Las comparaciones resultaron en un 100% de homologia 
en el caso ilustrado 1 :5 y 2:8 y confirmaron la procedencia de la muestra biol6gica de 
origen, una mezcla de cabra y caballo. 



30 
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REIV1NDICACIONES 

1 . Metodo para la identificacion de especies biologicas a partir de muestras de 
material biologico cuya procedencia es una unica especie o una mezcla heterogenea 

5 de especies y/o subespecies caracterizado porque comprende: (A) extraction del 
DNA de la muestra; (B) amplificaci6n por PCR o tecnica equivalente de segmentos 
del gen de la beta-actina citoplasmatica; (C) identificacion del segmento amplificado 
por comparacion de su tamano en pares de bases con un patron de tamanos 
preestablecido y/o identificacion del segmento amplificado por secuenciacidn de DNA 
10 y comparaci6n de la secuencia resultante con la secuencia especffica de cada 
especie o subespecie presente en una base de datos inform£tica. 

2. Metodo segun la reivindicacion 1 caracterizado porque en el paso de amplificacion 
por PCR o tecnica equivalente, se amplifica cualquier segmento del gen de la beta- 

15 actina citoplasmatica. 

3. Metodo segun la reivindicaci6n 2 caracterizado porque en el paso de amplificacion 
por PCR o tecnica equivalente, se amplifican segmentos genicos de regiones 
divergentes del gen de la beta-actina citoplasmatica a partir de secuencias de DNA 

20 con alta conservaci6n evolutiva entre especies y subespecies. 

4. M6todo segun la reivindicacion 2 caracterizado porque en el paso de amplificacion 
por PCR o tecnica equivalente, los segmentos a amplificar son aquellos 
comprendidos entre la secuencia 3' del exon anterior y la secuencia 5' del exon 

25 posterior comprendiendo toda la secuencia intronica y parte de las secuencias 
exonicas flanqueantes. 

5. Metodo segtin la reivindicacion 2 caracterizado porque la region o regiones a 
amplificar se seleccionan del grupo que consiste en las regiones comprendidas entre 

30 las posiciones 1 130-1473, 1452-2063, 2438-2680 y 2642-2960, numeration con 

respecto a la secuencia de DNA del locus humano HUMACCYBB Accession number 
M 10277. 

6. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por el uso de 
35 una composition de primers universales que hibridan con las regiones nucleotidicas 

mas conservadas del gen de la beta-actina citoplasmatica. 
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7. Metodo segun la reivindicacion 6, caracterizado porque los primers universales 
hibridan con las secuencias comprendidas entre las posiciones 1 130-1 191 y 1453- 
1473, numeraci6n con respecto a la secuencia de DNA del locus humano 

5 HUMACCYBB Accession number M10277. 

8. Metodo segun la reivindicacion 6, caracterizado porque los primers universales 
hibridan con las secuencias comprendidas entre las posiciones 1453-1473 y 2041- 
2065, numeracion con respecto a la secuencia de DNA del locus humano 

1 0 HUMACCYBB Accession number M1 0277. 

9. Metodo segun la reivindicacion 6, caracterizado porque los primers universales 
hibridan con las secuencias comprendidas entre las posiciones 2433-2459 y 2643- " 
2680, numeraci6n con respecto a la secuencia de DNA del locus humano 

1 5 HUMACCYBB Accession number M10277. 

10. M§todo segun la reivindicaci6n 6, caracterizado porque los primers universales 
hibridan con las secuencias comprendidas entre las posiciones 2643-2680 y 2940- 
2960, numeraci6n con respecto a la secuencia de DNA del locus humano 

20 HUMACCYBB Accession number M10277. 

11. M6todo segun la reivindicacion 6, caracterizado porque los primers universales 
se seleccionan del grupo que consiste en: P1 (1132-1151) 
5TCCGGCATGTGCAAGGCCGG3', P2 (1474-1454) 

25 5'CTCCATGTCGTCCCAGTTGG3\ P3 (1 453-1 484) 

5'ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGC3', P4 (2063-2034) 
5TACATGGCNGGGGTGTTAAAGGTCTCAAAC3', P5 (2434-2463) 
5TGCCCTGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTC3 , , P6 (2681-2643) 
5'GGGTACATGGTGGTGCCGCCAGACAGCACNGTGTTGGC3', P7 (2643-2681) 

30 S'GCCAACACNGTGCTGTCTGGCGGCACCACCATGTACCCS' y P8 (2952-2932) 
5TCGTACTCCTG CTTG CTG ATCCACATCTG3' . 

12. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 caracterizado porque las 
muestras son de origen biologico. 

35 

13. Metodo segun la reivindicacion 12 caracterizado porque las muestras son de 
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tejido de caballo, cabra, conejo, perro, gato, chimpanc6, humano y/o oso pardo. 

14. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 caracterizado porque en 
el paso de identificacion, el/los segmento/s amplificado/s es/son comparado/s con las 

5 secuencias de estas mismas regiones genicas de especies incluidas en una base de 
datos informatica. 

15. Uso de las secuencias de DNA del gen de la beta-actina citoplasmatica de 
muestras biologicas de una unica especie de procedencia o de una mezcla 

10 heterogSnea de especies y/o subespecies, para la identificacion de las especies 
biologicas a las que pertenecen las muestras. 
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PK1132-1151) 5' 
P2 (1474-1454) 5' 



TCCGGCATGTGCAAGGCCGG 3' 
CTCCATGTCGTCCCAGTTGG 3 ' 



P3 (1453-1484) 5' 
P4 (2063-2034) 5' 



ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGC 3 ' 
TACATGGCNGGGGTGTTAAAGGTCTCAAAC 3 ' 



P5 (2434-2463) 5' 
P6(2681-2643) 5' 



TGCCCTGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTC 3 ' 
GGGTACATGGTGGTGCCGCCAGACAGCACNGTGTTGGC 



P7 (2643-2681) 5' 
P8 (2952-2932) 5' 



GCCAACACNGTGCTGTCTGGCGGCACCACCATGTACCC 
TCGTACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTG 3 ' 



FIG. 2 
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SECUENCIAS DNA EXPERIMENTAL^ 

Regi6n W 
Sequence 1: expDNAa 371 bp 
Sequence 2: expDNAb 304 bp 



BASE DE DATOS 



Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 



3:Cf-DB432 bp 
4:Us-DB354 bp 
5:Oa-DB371 bp 
6:Cf-DB336 bp 
7:Hs-B343 bp 
8:Ec-DB304 bp 
9:Oc-DB409 bp 
10:Rn-DB298 bp 
11:Mm-DB298 bp 
12:Dm-DB211 bp 
13:Ce-DB259 bp 



Sequences (1 
Sequences (1 
Sequences (1 



Sequences (1 
Sequences (1 
Sequences (1 
Sequences (1 
Sequences (1 
Sequences (1 
Sequences (1 
Sequences (1 



3) Aligned. Score: 91 

4) Aligned. Score: 79 

5) Aligned. Score: 1QO 



6) Aligned. Score: 87 

7) Aligned. Score: 81 

8) Aligned. Score: 84 

9) Aligned. Score: 80 

10) Aligned. Score: 88 

11) Aligned. Score: 86 

12) Aligned. Score: 55 

13) Aligned. Score: 40 



Sequences (2 
Sequences (2: 
Sequences (2: 
Sequences (2: 
Sequences (2: 
Sequences ( 2 



Sequences (2 
Sequences (2: 
Sequences (2: 
Sequences (2: 
Sequences (2: 



3) Aligned. Score: 86 
:4) Aligned. Score: 81 

5) Aligned. Score: 84 

6) Aligned. Score: 81 

7) Aligned. Score: 85 

8) Aligned. Score: 1QQ 



9) Aligned. Score: 81 

10) Aligned. Score: 78 

1 1 ) Aligned. Score: 77 

12) Aligned. Score: 81 

13) Aligned. Score: 75 



RESULTADO: 
Sequence 1: 
Sequence 2: 



expDNAa = (100% homolseq 5) Ovisaries 

expDNAb = (100% homolseq 8) Equuscaballus 



FIG. 5 
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